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摘要 :目的 针对 变异 链球 菌 (S. mutans)UA159 构 建 SMU.2055 基 


因 缺 陷 菌株 ,人 研究 SMU.2055 基因 对 S. mutans 耐酸 能 力 的 影 


响 。 方 法 利用 同 源 重 组 的 方法 ,构建 SMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 。 连 续 监 测 野生 菌株 和 基因 缺陷 菌株 在 不 同 pH 值 环境 中 菌 液 的 
Auao 值 ,比较 在 不 同 pH 值 条 件 下 的 生长 能 力 。 将 两 种 菌株 转 人 一 组 pH 值 跨度 为 2.5~7.0 的 BHI 培 养 基 , 厌 氧 培养 3 h, 观 察 其 致 


死 性 pH 值 。 加 入 过 量 的 葡萄 糖 ,检测 两 种 菌株 糖 醇 解 能 力 。 


判 备 通 透 细胞 ,分 别 检测 两 种 菌株 的 细胞 通 透 性 ` 质 子 通 透 性 和 


H-ATPase 活 性 。 激 光 共 聚焦 显微镜 下 观察 两 种 菌株 生物 膜 形成 能 力 。 结 果 与 野生 菌株 相 比 ,SMWMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 早 期 生 


长 活性 .pH5.5 时 H-ATPase 活 性 .生物 膜 形 成 能 力 均 明显 下 降 ， 


未 见 明 显 变化 。 结 论 SMWMU 2055 基 因 与 8 mutans 的 耐酸 性 作 月 


致死 性 pH 值 、 质 子 通 透 性 .细胞 通 透 性 均 明 显 升 高 , 糖 酵 解 能 力 
日 相关 。SWMU 2055 基 因 和 缺陷 菌株 耐酸 能 力 的 降低 与 其 致死 性 pH 


值 . 细 胞 通 透 性 质子 通 透 性 .H-ATPase 活 性 .生物 膜 的 形成 有 关 , 与 其 糖 酵 解 能 力 无 关 。 对 研究 SMWMU .2055 基 因 功 能 奠定 基础 。 


关键 词 :变异 链球 菌 ;乙酰 基 转 移 酶 ;SMU.2055 基因 ;耐酸 性 
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Abstract: Objective To evaluate the effect of SMU.2055 gene on acid resistance of Streptococcus mutans. Methods A SMU.2055- 
dificient mutant strain of S. mutans was constructed using homologous recombination technique. The growth of the wild-type 
and mutant strains was monitored in both normal and acidic conditions. The lethal pH level, glycolysis, proton permeability, 
cell permeability and biofilm formation of the two strains were compared. Results PCR and sequence analyses verified the 
successful construction of the SMU.2055-dificient mutant strain. The growth and biofilm formation capacity of the mutant 
strain were obviously lowered in both normal and acidic conditions. The mutant strain also showed increased lethal pH level, 
proton permeability, and cell permeability with impaired H - ATPase activity in acidic conditions, but its minimum glycolytic 
pH remained unaffected. Conclusion The SMU.2055-deficient S. mutans mutant exhibits a lowered acid resistance, which 
affects the growth, lethal pH, proton permeability, H "ATPase activity, cell permeability and biofilm formation but not the 


minimum glycolytic pH of the mutant strain. 
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变异 链球 菌 (8. mutans ) TEBBJPSES Az ^F /z Je HEE 
REH , Hostal PERS EO AT TEARS E HOSP, t 
与 产 酸性 和 耐酸 性 密切 相关 。 关 于 mutans RhBR TERI 
产 酸性 的 分 子 机 制 已 很 清晰 ,而 对 于 其 耐酸 性 的 机 制 万 
其 是 分 子 机 制 的 研究 不 多 "。 耐 酸性 是 细菌 适应 牙 菌 
斑 动 态 变 化 酸性 环境 关键 的 生存 机 制 2。 随 着 现代 分 
子 生物 学 技术 的 发 展 , 越 来 越 多 的 与 8 mutans 耐酸 性 
相关 的 基因 及 其 相关 和 蛋白 被 发 现 。 

乙酰 化 修饰 是 蛋白 质 重 要 的 翻译 后 修饰 类 型 之 一 ， 
和 和 借 白 质 的 磷酸 化 修饰 一 样 ,在 生物 体内 是 重要 而 且 广 


泛 存在 的 ,如 参与 细胞 信号 传导 物质 的 代谢 、 和 蛋白 质 
的 降解 . 致 病 微生物 的 致 病 过 程 等 。 细 胞 的 许多 生理 功 
能 ,例如 细胞 对 外 界 环 境 的 应 答 , 也 是 通过 动态 的 重 白 
质 翻 译 后 修饰 来 实现 的 "。 乙 酰 化 修饰 与 细菌 作用 相 
关 5。 乙 酰基 转移 酶 对 细菌 形态 ,代谢 和 应 激 反应 具有 
重要 作用 。 

S. mutans  SMU.2055 蛋白 被 认为 是 假想 的 乙酰 
基 转 移 酶 ,对 其 性 质 进行 预测 ,发 现 其 理论 等 电 点 为 
7.74, 碱 基 对 为 489 个 ,含有 163 个 氨基 酸 残 基 。 这 类 酶 
的 主要 作用 是 将 乙酰 辅酶 A(AcCoA) 上 的 乙酰 基 转移 
给 底 物 上 的 氨基 ,选择 性 乙酰 化 4-5 个 氨基 之 一 。 有 学 
者 "发 现 赖 氨 酸 的 乙酰 化 能 够 促使 大 肠 杆菌 抵御 不 同 
环境 的 刺激 ,乙酰 基 转 移 酶 YfiQ 的 提高 ,不 仅 会 导致 细 
胞 浓度 的 增加 ,而 且 能 够 提高 大 肠 杆菌 抗 热 和 抗 氧 化 
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的 应 激 能 力 。 研 究 表明 调节 和 蛋白质 乙酰 化 状态 可 以 影 
响 细 胞 壁 的 结构 和 通 透 性 ,影响 细菌 形态 和 生物 膜 的 
形成 ""。 前 期 我 们 已 通过 基因 克隆 ,蛋白 质 纯化 ,晶体 
第 选 ,解析 了 SMU.2055 蛋白 的 三 维 晶 体 结构 中 ,该 结 
构 被 收录 于 PDB(protein data bank) ,编号 为 3LD2。 随 
后 我 们 运用 计算 机 辅助 药物 设计 方法 ,设计 并 筛选 出 5 
个 与 SMU.2055 和 蛋白 结构 匹配 度 高 的 小 分 子 化 合 物 , 建 
SL f S. mutans UA159 和 蛋白 抑制 剂 虚拟 筛选 模型 ,此 在 
通过 小 分 子 抑 制剂 改变 8 mutans BRES. SAT, HR 
内 外 对 于 SMU.2055 基因 功能 的 研究 尚且 缺乏 。 我 
们 探讨 了 该 基因 对 S. mutans 的 形态 及 与 致 是 性 相关 的 
生物 学 特性 的 影响 ,结果 显示 ,经 预 酸化 处 理 , 酸 冲击 ， 
SMU2055 基 因 缺 陷 菌 株 在 酸性 条 件 下 的 生长 受到 明显 
的 抑制 ,耐酸 性 降低 中 。SMU.2055 基 因 缺 陷 菌株 细胞 
膜 完整 性 及 不 规则 物质 的 形成 均 受 到 影响 中 。 细 胞 膜 
的 完整 性 受到 影响 将 降低 细胞 的 耐酸 能 力 汪 5 。 我 们 推 
测 ,SMU.2055 基因 与 $S. mutans 的 附 酸 性 密切 相关 。 本 
研究 拟 通过 观察 SMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 耐酸 性 的 变 
化 以 及 可 能 影响 其 耐酸 性 的 因素 ,探讨 SMU.2055 基因 
TE S. mutans 研 酸性 中 发 挥 的 作用 ,探究 SMU.2055 基因 


表 1 SMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 构建 所 用 引物 序列 
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功能 ,对 寻找 颇 病 防治 的 有 效 靶 标 具有 重要 意义 。 


1 材料 和 方法 
1.1 菌株 及 培养 条 件 

S. mutans UA159( 北 京 大 学 口腔 医学 院 中 心 实验 
室 提 供 ) 采 用 脑 心 浸 液 (brain heart infusion, BHI) 培 养 
基 ( 青 岛 海 博 生物 技术 有 限 公司 ) 培 养 。SMU.2055 基 因 
缺陷 菌株 采用 含 1 mg/mL AEM ZK (spectinomycin, 
spe)(Sigma, 美 国 ) 选 择 性 BHI 培 养 基 培 养 。 菌 株 的 培 
养 条 件 均 为 37 C 、 静 置 大 氧 培养 (10% CO,、10% Hz, 
80% N,)。 大 上 肠 杆菌 (EZ.coli)DH5a[ 天 根 生化 科技 ( 北 
京 ) 有 限 公司 ] 采 用 Luria-Bertani(LB) 培 养 基 (青岛 海 
博 生物 技术 有 限 公 司 ) 培 养 ,选择 性 LB 培养 基 采 用 含 
0.1 mg/mL spe 抗 性 培养 基 。E. coli 的 培养 条 件 为 
37 C, 200 r/min 振荡 需 氧 培养 。 
1.2 SMU2055 基 因 缺 陷 菌 株 的 构建 

依据 S. mutans UA159 全 基因 组 序列 ,利用 
Primer Premier 5.0 软件 设计 SMU.2055 基因 上 下 游 引 
物 ,具体 见 表 1。 


Tab.1 Sequences of primers for constructing SMU.2055-deficient mutant 


Primers Nucleotide sequence 


Uses 


SMU.2055-UP 


F: CGGGATCCTTGCTCACCTCGCCCTTGT 


Amplify the upstream fragment of SMU.2055 


R: CCCAAGCTTCCTTCCTACGCTCTTTCTC 


SMU.2055-DOWN 


F: CATGCCATGGATTAGGTTTTGATTTAGAAGC 


Amplify the downstream fragment of SMU.2055 


R: GGAATTCCATATGAGCAAGACCAAACCACCT 


The underlined sequences indicate restriction enzyme cutting site. 


采用 聚合 酶 链 反 应 (PCR) 扩 增 SMU.2055 基 因 的 
上 、 下 游 片 段 ,使 用 限制 性 内 切 栈 BamH I F Hind MA 
双 酶 切 后 与 pFW5 质粒 (第 四 军医 大 学 口腔 医学 院 余 擎 
教授 惠 赠 ) 进 行 连接 ,使 用 E. coli DH5o 感 受 态 细胞 进行 
转化 。 利 用 选择 性 LB 培养 基 筛 选 阳 性 克隆 ,提取 阳性 
克隆 的 质粒 进行 测序 鉴定 。 将 构建 成 功 的 SMU.2055 
基因 缺陷 重组 质粒 转化 入 S mutans。 使 用 1 ug/mL 的 
感受 态 刺 激 肽 (CSP, 上 海 生 工 生物 工程 股份 有 限 公 司 
合成 ) 对 野生 型 Smutans UA159 进 行刺 激 , 两 者 混合 后 
进行 自然 转化 "。 利 用 选择 性 BHI 培 养 基 筛选 阳性 克隆 ， 
提取 阳性 克隆 的 基因 组 DNA 进行 PCR 及 测序 鉴定 。 
1.3 SMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 在 不 同 pH 条 件 下 生长 能 
力 的 检测 

S. mutans UA159 t SMU.2055 3&3 S E RP SET 


培养 后 ,调节 菌 液 Am=:0.8, 按 1:100 比 例 分 别 加 入 BHI 
液体 培养 基 中 (pH 值 为 7.5 或 5.5),37 % 厌 氧 培 养 24 h, 
每 隔 1h 测 量 菌 液 Aow 值 ,绘制 生长 曲线 7。 
1.4 SMU.2055 XE] 5k fà EL WR SCC PE pH 18 85 4t] 

以 0.5 为 间隔 配制 pH 值 为 2.5~7.0 的 BHI 液 体 培养 
基 。 取 对 数 中 期 菌 液 转 入 不 同 pH 值 的 BHI 培 养 其 中 ， 
厌 氧 培养 3 h 后 取样 ,稀释 , 涂 板 ,48 h 后 计数 活 菌 数 。 
无 细菌 存活 的 最 高 pH 值 即 为 该 菌 的 致死 性 pH 值 "。 
1.5 SMU2055 基 因 缺 陷 菌 株 糖 酵 解 能 力 的 检测 

S. mutans UA159 f SMU. .2055 基 因 缺 陷 菌 株 培养 
至 静止 早期 , 重 悬 于 50 mmol/L KCI,1 mmol/L MgCl; 
溶液 中 ,调整 Asw 至 相同 。KOH 滴 定 至 pH7.2 以 上 ,加 
葡萄 糖 至 终 浓度 为 1% ,每 隔 2 min 检 测 菌 液 pH 值 ,连续 
监测 30 min。pH 所 能 达到 的 最 低 值 为 糖 酵 解 最 低 pH 


(E, 
1.6 SMWMU .2055 基 因 缺 陷 菌 株 细 胞 通 透 性 检测 

S. mutans UA15$9 和 SAMU2055 基 因 缺 陷 菌 株 过 夜 
培养 后 , 取 25 mL E TE2.5 mL Tris-HC] 2E nig rp 
(75 mmolL,pH7.0, 含 有 10mmolL MgSOs)。 加 入 250 uL 
甲 茶 ,37 CRA 5 min, 冻 融 , 重 悬 ,根据 BCA 和 蛋白 浓度 
测定 试剂 盒 使 用 说 明 书 检测 蛋白 浓度 。 
1.7 SUMU .2055 基 因 缺 陷 菌 株 质 子 通 透 性 检测 

S. mutans UA159 和 SMWMU2055 基 因 缺 陷 菌 株 过 夜 
培养 , 重 悬 于 PBS 绥 冲 液 , 孵 育 2 h。 离 心 , 重 悬 于 50 
mmol/L KCl,1 mmol/L MegCl 深 液 中 至 浓度 达到 20 
mg/mL。 调 节 pH 至 4.7 以 下 ,每 10 min 测 量 菌 液 pH 
值 ,在 50 min 时 加 入 终 浓度 为 10% 的 丁 醇 , 破 坏 细胞 膜 ， 
允许 细胞 内 外 的 pH 达到 平衡 ,80 min 时 记录 最 终 pH”。 
1.8 SMU.2055 基因 缺陷 菌株 不 同 pH 了 条件 下 五 - 
ATPase 活性 检测 

将 制备 好 的 通 透 细 胞 (pH 值 为 7.5 或 5.5) 重 悬 于 
75 mmol/L Tirs- HCI 缓冲 液 (pH7.0, 含 10 mmol/L 
MgSO)。 取 3 mL 菌 液 ,以 同样 的 缓冲 液 为 空白 对 照 ， 
测 苗 液 Aeo。 依 据 细 胞 干 重 与 吸光 度 的 关系 曲线 ,推算 
出 菌 液 浓 度 。 根 据 H'/K'-ATP 酶 测定 试剂 盒 使 用 说 明 
书 进行 酶 促 反 应 , 定 磷 "。 以 每 小 时 每 怠 克 干 重 菌 体 的 
ATP 酶 分 解 ATP 产 生 1 pmoL 无 机 磷 的 量 为 一 个 ATP 酶 
活力 单位 ,计算 出 H'-ATPase 活性 。 
1.9 SMWMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 不 同 pH 条 件 下 生物 膜 形 
成 情况 的 观察 

S. mutans UA159 和 SMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 过 夜 
培养 后 , 按 1:100 加 入 BHI 液 体 培养 基 (pH 值 为 7.5 或 
5.5), 取 5 mL ,分别 转移 至 已 放置 无 菌 盖 玻 片 的 六 孔 板 
中 ,培养 24 h, 将 游离 的 菌 液 吸 除 ,洗涤 ,干燥 ,每 孔 加 入 
200 uL 使 用 浓度 的 SYTO9 染色 液 ,室温 下 避 光 孵育 
15 min。 去 除 染 色 液 ,使 用 激光 共聚 焦 显 微 镜 在 488 nm 
处 对 两 菌株 形成 的 生物 膜 进行 观察 ,随机 选择 5 个 视野 
进行 拍照 7。 

实验 均 重 复 3 次 ,采用 SPSS 20.0 软 件 进行 两 独立 
样本 1 检验 ,检验 水 准 为 a=0.05。 


2 结果 
2.1 SMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 的 鉴定 
SMU.2055 基因 缺陷 菌株 PCR 扩 增 的 片段 大 小 与 
使 用 相应 重组 质粒 作为 模版 所 扩 增 的 片段 大 小 一 致 , 且 
与 预计 相符 。 将 片段 测序 结果 在 NCBI 上 进行 BLAST 
对 比 ,结果 显示 99% 相 符 。SMU2055 基因 缺陷 菌株 
PCR 鉴定 结果 见 图 1。 
2.2 SMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 不 同 pH 条 件 下 的 生长 能 
与 野生 菌株 相 比 ,SMU.2055 基因 缺陷 菌株 在 
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图 1 SMU.2055 基 因 缺 陷 菌株 的 PCR 鉴定 
Fig.l Identification of SMU.2055-deficient S. 
mutans by PCR. M: 1kb ladder; 1: Wild-type S. 
mutans UA159; 2: SMU.2055-deficient mutant; 3: 
SMU.2055 recombinant plasmid. 


pH7.5 和 pH5.5 的 BHI 培 养 基 中 的 早期 生长 均 受 到 明显 
的 影响 (图 2)。 在 pH7.5 和 pH5.5 时 野生 菌株 分 别 在 第 
4.6 小 时 进入 对 数 生 长 期 , 约 第 8、15 小 时 进入 平台 期 ， 
而 缺陷 菌株 的 迟缓 期 延长 ,在 pH7.5 和 pH5.5 时 分 别 在 
第 7.10 小 时 进入 对 数 生长 期 , 约 第 11.21 小 时 进入 平台 
期 。pH5.5 时 两 种 菌株 早期 的 Am 明显 低 于 pH7.5 时 ， 
菌株 的 生长 受到 抑制 ,缺陷 菌株 生长 受 抑 制 情 况 更 加 明 
显 ,20h 后 两 种 菌株 在 pH7.5 和 pH5.5 时 的 终 末 菌 液 浓 
度 没 有 明显 差异 。 
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株 不 同 pH 条 件 下 的 生长 情况 

Fig.2 Growth curve of wild-type 5. mutans UA159 and 
SMU.2055-deficient mutant at different pH levels. 


2.3 SMU2055 基 因 缺 陷 菌株 致死 性 pH 

随 着 pH 逐渐 下 降 , 两 种 菌株 的 生存 能 力 逐 渐 减 弱 。 
野生 型 8 mutans UA159 的 致死 性 pH 为 3.5,SMU.2055 基 
因 缺 陷 菌 株 的 致死 性 pH 为 4.0。 
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2.4 SMU.2055 XE] 5k à AERA pH ARIK DU 

加 入 葡萄 糖 后 8 mutans UAT59 fI SMU.2055 kp] 
缺陷 菌株 均 能 迅速 地 代谢 底 物 产 酸 ,使 反应 体系 的 pH 
迅速 下 降 , 在 前 18 min 的 各 个 时 间 点 上 ,UA159 反 应 体系 
的 pH 均 低 于 缺陷 菌株 ,早期 野生 菌株 糖 醇 解 速率 明显 高 
于 缺陷 菌株 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 但 两 者 糖 
醇 解 的 最 低 pH 没有 统计 学 差异 (图 3)。 说 明 
SMU2055 基 因 的 缺失 没有 影响 细菌 的 糖 酵 解 能 力 。 


一 一 UA159 
上 一 一 SMU.2055- 


P 
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4.0 SO 
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02 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 2830 

Incubation time (min) 

3 野生 型 9 mutans UATSOTUSMU.2055 EAA 

菌株 糖 酵 解 pH 降低 情况 

Fig.3 Glycolytic pH of the wild-type S. mutans UA159 

and SMU.2055-deficient mutant. 


2.5 SMU 2055 基 因 缺 陷 菌株 细胞 通 透 性 能 

野生 型 9. mutans UA159 的 蛋白 浓度 为 1.2768 土 
0.2639 mg/mL,SMU.2055 基因 缺 陷 菌 株 的 蛋白 浓度 为 
1.6297+0.1249 mg/mL, 与 野生 型 相 比 ,SMU.2055 基因 
缺陷 菌株 细胞 通 透 性 增强 (图 4) ,差异 具有 统计 学 意义 
(P<0.001)。 
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4 野生 型 8 mutans UA159 和 4SMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 
的 细胞 通 透 性 能 

Fig.4 Cell permeability of the wild-type S. mutans UA159 
and SMU.2055-deficient mutant. ***P«0.001. 


2.6 SMU.2055 X. BHK SUR - T 38 ERE, 
SMU.2055 3& PS SA PRU TE 50-80 min 时 曲线 的 斜 
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率 小 于 野生 菌株 ,80 min 时 pH 值 低 于 野生 菌株 (图 5)， 
差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 说明 SMU.2055 基因 
缺陷 菌株 对 质子 的 通 透 性 增强 。 
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5 野生 型 9. mutans UA159 和 SMWMU2055 基 因 缺 
陷 菌 株 的 质子 通 透 性 能 

Fig.5 Proton permeability of the wild-type S. mutans 
UA159 and SMU.2055-deficient mutant. **P«0.01. 


2.7 SMU.2055 X I| 4k 6 K Ika F pH 4&4 TFH 
ATPase 活 性 

pH 7.5 时 ,与 野生 型 S$ mutans UA159 相 比 ， 
SMU.2055 基因 缺陷 菌株 的 H'-ATPase 活 性 略微 降低 
(图 6) ,差异 没有 统计 学 意义 (P>0.05)。pH5.5 HT, 
SMU.2055 基因 缺陷 菌株 的 H'-ATPase 活 性 明显 低 于 时 
生 菌 株 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.01)。 
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6 野生 型 9. mutans UA159 和 SMWMU72055 基 因 缺 陷 菌 株 
的 H-ATPase 活 性 

Fig.6 H'-ATPase activity in the wild-type S. mutans UA159 
and SMU.2055-deficient mutant. **P«0.01. 


2.8 SMU2055 基 因 缺 陷 菌 株 不 同 pH 条 件 下 生物 膜 形 
成 情况 
在 pH7.5 和 pH5.5 时 ,野生 型 S. mutans UA159 形 
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成 的 生物 膜 较 为 致密 ,细菌 团 块 较 大 (图 7),SWMU 2055 
基因 缺陷 菌株 所 形成 的 生物 膜 较 野 生 型 稀 琉 ,细菌 团 块 
较 小 , 呈 网 状 结构 ,存在 不 规则 圆 形 或 椭圆 形 大 小 不 一 
的 孔 际 。SMU.2055 基因 缺陷 菌株 形成 生物 膜 的 能 力 均 


UA159 
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明显 低 于 野生 菌株 。 在 pH5.5 时 两 种 菌株 形成 生物 膜 
的 能 力 均 高 于 pH7.5 时 ,此 时 形成 的 生物 膜 更 加 致密 ， 
细菌 团 块 更 大 ,几乎 遍布 整个 视野 。 


SMU.2055- 


图 7 激光 共聚 焦 显微镜 观察 野生 型 9. mutans UA159 Ej SMU.2055 ZA 
缺陷 菌株 在 不 同 pH 条 件 下 的 生物 膜 形成 情况 

Fig.7 Confocal laser scanning microscopy of biofilms formed by 
wild-type S mutans UA159 and SMU.2055- deficient mutant at pH 7.5 (A, 
B) and pH 5.5 (C, D) (SYTO9 staining, x100). 


3 Wit 

SMU.2055 蛋 白 被 认为 是 假想 的 乙酰 基 转移 酶 , 属 
于 GNAT 家 族 。 该 家 族 的 乙酰 基 转 移 酶 参与 了 细胞 生 
长 调控 基因 转录 激活 和 DNA 损伤 修复 等 。 乙 酰基 
转移 酶 催化 的 乙酰 化 反应 是 蛋白 乙酰 化 的 主要 方式 之 
一 。 和 企 白 质 乙酰 化 修饰 在 生物 的 抗 逆境 反应 中 具有 重 
要 作用 ,对 控制 病原 细菌 的 发 生 具 有 重要 意义 ”, 可 以 
通过 调控 蛋白 的 活性 定位 和 重 白 间 的 相互 作用 或 者 蛋 
白质 与 DNA 之 间 的 相互 作用 来 影响 诸多 生物 过 程 *。 
乙酰 化 修饰 可 能 在 碳 源 代谢 .脂肪酸 合成 .应 激 反应 等 
过 程 中 发 挥 重 要 作用 。 和 蛋白 质 乙 酰 化 状态 可 以 影响 细 
菌 形态 和 生物 膜 的 形成 ,影响 细胞 壁 的 结构 和 通 透 性 ， 
而 这 些 因 素 与 9. mutans 的 耐酸 性 密切 相关 >。 因 此 ,我 们 
推测 SMU.2055 基因 可 能 与 $S. mutans 的 耐酸 性 有 关 。 

细胞 密度 可 以 调节 S. mutans 对 酸性 环境 的 适应 能 
力 ,浮游 状态 下 对 数 生 长 期 的 细菌 和 生物 膜 状 态 下 的 细 
菌 能 够 更 好 的 耐 受 酸性 环境 人 ”。 本 研究 中 ,在 pH7.5 或 


pH5.5 时 SMWMU.2055 基 因 和 缺陷 菌株 的 迟缓 期 明显 延长 ， 
表明 SMU.2055 基因 在 S. mutans 生 长 过 程 中 起 着 一 定 
的 作用 。 这 可 能 是 因为 乙酰 化 修饰 参与 了 三 羧 酸 循环 
等 生长 代谢 过 程 ”, 当 乙酰 化 修饰 受到 影响 时 ,会 影响 
细菌 对 葡萄 糖 的 利用 "…。 在 pH7.5 或 5.5 时 基因 缺陷 菌 
株 其 终 未 菌 量 与 野生 菌株 基本 相同 ,推测 存在 代 偿 机 制 
对 其 生长 进行 补偿 以 维持 生命 。pH5.5 时 两 种 菌株 生 
长 均 受到 不 同 程度 的 抑制 , 终 末 菌 量 与 pH7.5 时 基本 相 
同 ,缺陷 菌株 生长 更 加 缓慢 ,说 明 两 种 菌株 均 表现 出 适 
应 性 耐酸 能 力 ,缺陷 菌株 对 低 pH 环境 的 抵抗 力 低 于 野 
生 株 。 

生物 膜 形 成 是 细菌 为 了 抵抗 外 界 干扰 而 存在 的 一 
种 方式 。 微 生物 菌 群 , 胞 外 多 糖水 分 .代谢 产物 等 , 共 
同 组 成 生物 膜 的 基质 体 。 生 物 膜 内 的 有 机 体 可 以 补充 
营养 缺乏 ,缓冲 酸碱度 的 变化 。 生 物 膜 形 成 障碍 也 是 导 
致 菌株 耐酸 性 降低 的 原因 之 一 加。 本 研究 中 ,在 pH 值 
为 7.5 或 5.5$ 时 ,缺陷 菌株 形成 生物 膜 的 能 力 均 明 显 低 于 
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野生 菌株 ,可 能 是 因为 SWMU2055 基 因 的 缺失 导致 菌 体 
间 不 规则 物质 的 形成 减少 ,S. mutans 菌 体 间 的 不 规则 
物质 主要 由 胞 外 多 糖 .蛋白 质 等 组 成 ” ,影响 了 水 不 洲 
性 胞 外 多 糖 形成 ,进而 影响 了 细菌 的 黏附 力 史 。 另 外 乙 
酰 化 修饰 的 降低 可 能 会 影响 脂 质 合成 ,进而 影响 细菌 生 
物 膜 形成 WW。 两 种 菌株 在 pH5.5 时 形成 生物 膜 的 能 
均 显 著 高 于 pH7.5 时 ,可 能 是 由 于 低 pH 环 境 下 ,生物 膜 
PS. mutans 独 有 的 gtf BC 基因 的 表达 增加 ,水 不 溶性 
多 糖 形成 增多 ,促进 细菌 的 黏附 ,使 形成 的 生物 膜 更 加 
致密 ,细菌 团 块 更 大 ”。 

致死 性 pH 值 是 反映 基本 耐酸 性 的 一 个 指标 ,同时 
也 是 衡量 适应 性 耐酸 的 一 个 重要 参数 。 本 实验 证 实 
SMU2055 基 因 和 缺陷 菌株 对 致死 性 pH 值 环境 的 抵抗 力 
低 于 野生 菌株 。 可 能 是 由 于 SMU.2055 基因 的 缺失 导 
致 多 种 膜 相 关 和 蛋白 的 合成 受到 了 影响 ,从 而 影响 了 细胞 
膜 的 完整 性 和 耐酸 性 ?55 ,这些 蛋白 包括 一 般 应 激 蛋 白 和 
酸 特异 性 蛋白 ?2 。 

糖 醉 解 最 低 pH 值 越 低 ,表明 该 菌株 能 够 在 酸性 环 
境 中 代谢 糖 产 酸 的 能 力 越 强 , 即 耐 酸性 越 高 。 在 本 实验 
中 ,SMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 早 期 的 糖 酵 解 速率 明显 低 
于 野生 菌株 ,但 两 者 的 糖 酵 解 最 低 pH 值 没有 显著 差 
异 。SMU.2055 基 因 的 缺失 没有 影响 细菌 的 糖 醇 解 能 
力 ,可 能 是 由 于 SMWMU 2055 基 因 的 缺失 诱导 其 他 腺 苷 转 
移 酶 的 产生 ,维持 其 糖 酵 解 能 力 ”。 男 一 原因 ,由 于 过 
量 的 葡萄 糖 会 造成 类 似 的 非 酶 催化 乙酰 化 反应 ,而 由 于 
糖 过 载 引起 的 乙酰 化 反应 ,能 够 反作用 影响 包括 糖 醇 解 
在 内 的 中 心 代谢 途径 。 

在 酸性 条 件 下 S. mutans 至 少 通过 以 下 两 种 机 制 来 
维持 细胞 内 环境 的 稳定 , 即 : 酸 性 产物 的 外 排 纹 以 及 通 
过 细胞 膜 上 的 H'-ATPase 水 解 ATP 排 出 质子 维持 跨 膜 
pH 梯度 ,保持 细胞 内 相对 碱 性 环境 汪 ,从 而 保护 胞 内 的 
对 酸 敏 感 的 酶 和 其 他 蛋白 ,使 致 蚂 菌 具有 对 抗 酸 致死 的 
能 力 。 在 本 研究 中 ,SMU .2055 基 因 缺 陷 菌 株 细胞 通 透 
性 增强 ,这 可 能 是 因为 SWMU2055 基 因 缺 陷 影 响 了 乙酰 
化 修饰 的 过 程 , 乙 酰 化 修饰 可 改变 细菌 细胞 壁 结构 和 通 
透 性 四。 细胞 通 透 性 增强 可 以 使 细胞 对 H'* 有 自由 的 通 
透 性 ,细胞 外 的 HH' 可 顺 浓度 梯度 进入 细胞 内 , 酸 敏 感 酶 
和 其 他 蛋白 生物 合成 受到 影响 ,可 能 影响 H'-ATPase 的 
活性 ,引起 质子 通 透 性 增高 中, 从 而 影响 其 耐酸 性 。 也 
可 能 是 SMU.2055 基因 的 缺失 影响 了 乙醚 化 修饰 过 程 ， 
影响 了 脂肪 酸 的 合成 …, 膜 脂肪 酸 组 成 的 改变 是 耐酸 反 
应 的 一 部 分 ,可 能 直接 地 影响 脂 双 层 的 质子 通 透 性 或 间 
接地 通过 影响 H-ATPase 活 性 而 影响 脂 双 层 的 质子 通 
透 性 ,进而 影响 耐酸 性 59。SMU. 2055 基 因 缺 陷 菌 株 质 
子 通 透 性 增强 , 低 pPH 时 了 -ATPase 活 性 降低 进一步 验 
证 了 这 一 过 程 。 
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本 研究 探讨 了 SMU.2055 基因 对 S. mutans 耐酸 性 
的 影响 。SMU.2055 基 因 缺 陷 菌 株 耐酸 能 力 的 降低 与 其 
致死 性 pH 值 细胞 通 透 性 .质子 通 透 性 .H'-ATPase 活 
性 ,生物 膜 的 形成 能 力 有 关 , 与 其 糖 酵 解 能 力 无 关 。 
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